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要約：低温での加圧処理により形成したアクトミオシンゲルの形成機構を明らかにするため，アクトミオシ
ン濃度 20～30 mg/g，KCl 濃度 0～0.6 M，pH 6.0 の条件下で 200～650 MPa の加圧処理を行った。また，ゲ
ルの形成に寄与するタンパク質間相互作用やゲルの微細構造についても検討を行った。その結果，アクトミ
オシンは KCl 濃度 0.2 M，pH 6.0 に調整し，アクトミオシンの大半を構成するミオシンをフィラメントの状
態とし，0℃で 200 MPa 以上の加圧処理を行うことによりゲルを形成した。アクトミオシンゲルのゲル強度
およびワークダン値は 200～300 MPa で増加し，300 MPa で最も高い値を示したが，400 MPa 以降で減少した。
また，ゲル形成に寄与するタンパク質間相互作用は非共有結合を主とし，300 MPa 以下はイオン結合が，
400 MPa 以上では疎水性相互作用が主要な相互作用であった。ゲルの微細構造も 300 MPa 以下と 400 MPa
以上では形態が異なり，架橋部は太く，密な構造へ遷移した。これらのことから，加圧処理によりアクトミ
オシンは低塩濃度でゲルを形成し，300～400 MPa の間でタンパク質の大きな高圧変性が起こり，ゲル形成
に寄与するタンパク質間相互作用が変化することにより，ゲルの物理的特性が変化することが示唆された。
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　1．　緒　　　言
　食肉に対する高圧処理の研究はオーストラリアの
Macfarlane1-3）によって始まり，鈴木ら4-6）は食肉の主要
タンパク質であるミオシンやアクトミオシンに加圧処理
後，加熱処理を行うと，通常は加熱ゲルを形成しない 0.2 M
程度の低塩濃度においてゲルを形成することを明らかにし
た。また，O’Shea ら7）はアクトミオシンに加圧処理を行い，
アクトミオシンのゾル - ゲル変換のメカニズムとして F-
アクチンの解重合を提唱した。しかし，加圧ゲルの形成条
件やゲル形成を維持する化学結合，微細構造などその詳細
な研究はほとんど行われていないのが現状である。また，
加圧処理だけで形成したゲルの研究は乳タンパク質，卵タ
ンパク質，魚肉タンパク質が多く畜肉タンパク質を用いた
研究は極めて少ない。
　そこで著者らは，豚肉から抽出した天然アクトミオシン
に加圧処理を行い，形成されるアクトミオシン加圧ゲルの
形成機構とその形成に影響を与える化学結合について明ら
かにすることを試みた。また，走査型電子顕微鏡を用いて
加圧ゲルの微細構造観察を行い，加圧ゲルと加熱ゲルの構
造的な違いについても検討を行った。
2．　試料および方法
　⑴　アクトミオシンの精製
　アクトミオシンは Szent-Györgyi の方法8）に従って精製
した。即ち，新鮮な国産豚胸最長筋を 3 mm 目のプレート
を用いミートチョッパーで 3 回挽いた後，5 倍容の Weber- 
Edsall 溶液（0.6 M KCl，0.01 M Na2CO3，0.04 M NaHCO3，
1 mM EDTA·2Na）を加え，保冷庫（4℃）中で 24 時間攪
拌抽出し，4℃で 15 分間遠心分離（900×g）を行い上清を
採取した。次に，上清の KCl 濃度を 0.2 M に調整しアクト
ミオシンを沈殿させた後，遠心分離（900×g）しアクトミ
オシンを分離した。分離したアクトミオシンは再度 KCl
濃度を 0.6 M に調整し，遠心分離（900×g）し，上清を採
取した。上記の KCl 濃度 0.2 M 調整時には沈殿を，0.6 M
調整時には上清を採取する操作を 2 回繰り返し，アクトミ
オシンを精製した。分離・精製したアクトミオシンは最終
KCl 濃度が 0.6 M であるため，蒸留水を外液として透析を
行い脱塩し，沈殿したアクトミオシンを以後の試料として
供した。
　⑵　アクトミオシン試料の調製
　アクトミオシン濃度はビューレット法9）を用いて測定し
た。各試験に用いるアクトミオシン溶液は KCl 溶液と混
合することで調製した。このことから，混合により希釈さ
れることを考慮し，最終的なアクトミオシン濃度と KCl
濃度が目標値になるように，予め最終目標値より濃いアク
トミオシン溶液と KCl 溶液を調製し混合した。KCl 添加
試験では最終アクトミオシン濃度が 20 mg/g，最終 KCl
濃度が 0～0.6 M。圧力強度の試験では最終アクトミオシン
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濃度が 20，25 および 30 mg/g，最終 KCl 濃度が 0.2 M。
溶解性試験では最終アクトミオシン濃度が 25 mg/g，加圧
ゲル（P ゲル）および加圧後加熱ゲル（PH ゲル）は最終
KCl 濃度が 0.2 M，加熱ゲル（H ゲル）は最終 KCl 濃度が
0.6 M になるようにそれぞれ混合撹拌した後，4℃の保冷庫
で 8 時間静置した。pH は 0.1 N 塩酸を用いて pH 6.0 に調
整した。
　⑶　加圧処理および加熱処理
　アクトミオシン濃度，KCl 濃度および pH を調整した各
試料はプラスチック容器（内径 14 mm 高さ 31 mm）に気
泡が入らないよう充填し密封した後，食品用高圧処理装置
（Dr.CHEF 神戸製鋼所製）を用い，加圧処理を行った。P
ゲルの試験区では 200～650 MPa（50 MPa ずつ圧力を高め
る）0℃で 15 分間の加圧処理を行った。PH ゲルの試験区
は 200 MPa の加圧処理を行った後，ただちに容器ごと 70℃
の恒温水槽中で 30 分間の加熱処理10）を行った。また，H
ゲルの試験区では加圧処理を行わず 70℃の恒温水槽中で
30 分間の加熱処理を行った。PH ゲルおよび H ゲルは加
熱後，流水中で 15 分間冷却し，P ゲルと共に 4℃の保冷
庫で 8 時間静置したものを各試験に供した。但し，KCl 添
加試験では高圧ポンプ（AIR 駆動式 DSXHF-452 HASKEL
製）を用い，200 MPa，0℃で 15 分間の加圧処理を行った。
　⑷　ゲル強度およびワークダン値の測定
　試料温度を室温（約 25℃）に戻した後，物性測定機（5543
型インストロン社製）を用いてゲル強度（Gs）および 
ワークダン値（Wd）の測定を行った。即ち，±50 N の 
ロードセルを用い，直径 6.5 mm のプランジャーで圧縮速
度 50 mm/min，挿入率 50 % の条件で測定した。
　⑸　タンパク質溶解性試験
　Matsumoto の方法11）に従って 4 種類のタンパク質溶解
液を調製した。即ち，0.6 M NaCl 溶液（S1），0.6 M NaCl
＋1.5 M 尿素溶液（S2），0.6 M NaCl＋8 M 尿素溶液（S3），
0.6 M NaCl＋8 M 尿素＋0.5 M 2- メルカプトエタノール溶
液（S4）を調製した。各溶液の作用は S1 ではイオン結合，
S2 ではイオン結合および水素結合，S3 ではイオン結合，
水素結合および疎水性相互作用，S4 ではイオン結合，水
素結合，疎水性相互作用およびジスルフィド（S-S）結合
を切断または脆弱化することから，各溶液へのアクトミオ
シンゲルの溶解率の差を算出し，ゲルを構成するタンパク
質間相互作用を推定した。なお，それぞれの溶液の pH は
0.1 N の塩酸あるいは水酸化ナトリウムを用いて 7.0 に調
整した。溶解性試験にはアクトミオシン濃度 25 mg/g，
pH 6.0，KCl 濃度 0.2 M に調整した P ゲル（200～600 MPa），
PH ゲルおよび H ゲルを用いた。実際には Pérez-Mateos
らの方法12）に従い，ゲル 5 g に蒸留水 20 mL 加え，ホモ
ジナイザー（ヒスコトロン NS-50 日音医理科製）を用い
て 1 分間破砕し，4℃で 1 時間振盪攪拌した後，4℃で 15
分間遠心分離（34,780×g）を行い，上清を回収した。次
いで，沈殿物に S1 を 20 ml 加え，同様の操作を行い，上
清を回収した。この操作を S2，S3 および S4 まで行い，
各段階で上清を回収し，最終的な沈殿物を不溶性画分とし
た。但し，S1 と S3 は同様の操作を 2 回繰り返し行った。
各段階で得られた上清のタンパク質濃度は Bradford 法13）
により測定した。
　⑹　ゲル微細構造の観察
　志村らの方法14）に従い，試料は各ゲルを 10×5×5 mm
程度に切り出した後，2 % グルタールアルデヒドにて前固
定，2 % 四酸化オスミウムにて後固定した。次に，0.2 M
リン酸緩衝液（pH 7.0）にて洗浄を行った後，50～100 %
エタノールにて脱水を行い，プロピレンオキシド，プロピ
レンオキシド・Epon812（1：1 v/v）溶液および Epon812
の順に浸漬して，樹脂置換した。次いで，液体窒素を用い
て凍結後，メスを用いて試料を割断し，プロピレンオキシ
ドを用いて Epon812 を溶解した。溶解後，試料は酢酸イ
ソアミルに置換し，臨界点乾燥を行った。次に，試料の割
断面を観察面とし，オスミウムコーティングを行い，走査
型電子顕微鏡（SEM）（電界放出形走査電子顕微鏡 S-4800
日立ハイテクノロジーズ製）を用いて，加速電圧 2.0 kV
にてゲルの微細構造を観察した。
3．　結果および考察
　⑴　加圧ゲル形成に与える KCl濃度の影響
　Fig. 1 a，b に KCl の添加が P，PH および H ゲルの Gs
および Wd に与える影響を示した。P ゲルは KCl 濃度 0，0.1 
M ではゲルを形成しなかったが，KCl 濃度 0.2，0.3 M で
はゲルを形成し，Gs・Wd ともに値が増加し，加圧処理の
効果が認められた。特にKCl濃度0.2 MにおいてGs 0.04 N，
Wd 0.44 mJ と最も高い値を示した。KCl 濃度 0 M では，
アクトミオシンの大半を構成しているミオシン15）がフィ
ラメントを形成せず16），KCl 濃度 0.4 M 以上では塩溶性で
あるアクトミオシン17）中のミオシンが単分子として存在
し16），ミオシンが低塩濃度時に形成するフィラメントゲ 
ル18）を形成しなかったことに起因すると考えられた。PH
ゲルはKCl濃度0，0.1 MでPゲルと同様にゲルを形成せず，
アクトミオシンが加熱により凝集した状態であった。しか
し，KCl 濃度 0.2 M 以上では強固なゲルを形成し，0.2 M
において Gs 0.23 N，Wd 2.09 mJ，0.6 M において Gs 0.31N，
Wd 2.74 mJ と顕著な値の増加が認められた。H ゲルは
KCl 濃度 0.5 M までゲルを形成せず，0.6 M においてゲル
を形成し，Gs 0.18 N・Wd 1.64 mJ を示した。
　これらの結果からアクトミオシンは 0.2 M KCl，0℃の
温度で加圧処理を行うことにより自重に耐え，自立するゲ
ル（自立ゲル）を形成することが明らかとなった。畜肉タ
ンパク質の加圧処理によるゲル形成の報告4, 6, 18-20）ではいず
れも低塩濃度でのゲル形成が報告されている。本報告の結
果でも同様に低塩濃度でゲルを形成した。また，PH ゲル
においても Suzuki ら4）のミオシン PH ゲルの報告と同様
の結果を得たことから，低塩濃度におけるアクトミオシン
ゲルの形成には前処理としてミオシンフィラメントを形成
させる必要があることが示唆された。
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　⑵　アクトミオシン加圧ゲルの形成に与える圧力強度と
アクトミオシン濃度の影響
　Fig. 2 a，b に圧力強度とアクトミオシン濃度が Gs と
Wd に与える影響を示した。即ち，P ゲルは 200 MPa から
ゲルの形成が始まり，300 MPa で Gs・Wd ともに最も高
い値を示した。300 MPa における Gs と Wd は，タンパク
質濃度 20 mg/g では Gs 0.05 N，Wd 0.46 mJ，25 mg/g で
は Gs 0.10 N，Wd 1.07 mJ，30 mg/g では Gs 0.17 N，Wd 
1.90 mJ を各々示した。また，全てのアクトミオシン濃度
において 300～400 MPa の加圧処理で Gs と Wd は減少し，
それ以上の加圧処理で値は 650 MPa まで徐々に増加して
いた。この結果，Gs および Wd はアクトミオシン濃度に
比例して高くなり，30 mg/g の濃度は，全圧力強度におい
て，その値は 20 mg/g の 4 倍以上となっていた。
　圧力強度を変化させることは，加熱処理において加熱温
度を変化させることと同義であり，谷口はタンパク質は受
けた圧力強度によって変化が生じる21）と報告している。
本報告の Gs および Wd の結果から，0℃，KCl 濃度 0.2 M，
pH 6.0 の条件では 300 MPa 付近がアクトミオシンの加圧
ゲル形成の至適圧力強度であると推察された。Iwasaki 
ら19）のミオシン単独の加圧ゲルに関する報告では 300 MPa
から初期弾性率が急激に増加していき，Yamamoto ら20）
の筋原線維タンパク質加圧ゲルの Gs も圧力強度に比例し，
増加していた。しかし，著者らの結果では 300～400 MPa
の圧力強度で Gs および Wd が減少していた。この原因と
して，加圧処理時の温度の影響が考えられ，Yamamoto
ら18, 20）や Iwasaki ら19）は室温で加圧処理を行っているのに
対し，著者らは 0℃で加圧処理を行っていることからタン
パク質の変性状態が異なるためと推察される。温度と圧力
によるタンパク質変性の関係は古くから研究されており，
タンパク質の種類によって変性状態を示す変性自由エネル
ギーの P-T 曲線は変化する22）。即ち，300～400 MPa で起
こる Gs および Wd の変化はアクトミオシンの変性状態が
異なることやゲルを形成するタンパク質間相互作用の状態
や，後述のゲル微細構造が異なったために起こったと推察
された。
　⑶　アクトミオシンゲルの溶解性
　Table 1 に各タンパク質溶解液へのアクトミオシンゲル
の溶解率を示した。200 MPa の加圧処理で形成された P
ゲルは蒸留水と S1 に対する溶解率の差（イオン結合）が
全体の 49.56 % を占め，次いで S2 と S3 に対する溶解率の
Fig. 1　 Effects of KCl concentration on the Gel Strength (a) and Work Done (b) of pressure-induced gel， heat-induced 
pressurized gel and heat-induced gel at 200 MPa   
● : Pressure-induced gel　○ : Heat-induced pressurized gel　■ : Heat-induced gel
Fig. 2　 Effects of pressure and actomyosin concentration on Gel Strength (a) and Work Done (b) of pressure-induced gel 
● : Concentration of actomyosin 20 mg/g   
■ : Concentration of actomyosin 25 mg/g   
▲ : Concentration of actomyosin 30 mg/g
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差（疎水性相互作用）が 32.57 %，S1 と S2 に対する溶解
率の差（水素結合）が 3.67 %，S3 と S4 に対する溶解率の
差（S-S 結合）が 2.20 % の割合であった。300 MPa で形成
された P ゲルはイオン結合が全体の 43.24 % を占め，次い
で疎水性相互作用が 34.45 %，水素結合が 5.79 %，S-S 結合
が 3.28 % であった。一方，400～600 MPa で形成された P
ゲルでは疎水性相互作用の割合が増加し，全体の 41.00～
43.81 % を占め，200，300 MPa の P ゲルより有意（p＜0.05）
に増加した。イオン結合の割合は 400～600 MPa の加圧処
理で有意（p＜0.05）に減少し全体の 28.42～33.14 %，水素
結 合 が 7.48～9.59 %，S-S 結 合 が 3.52～4.57 % で あ っ た。
一方，PH ゲルは，疎水性相互作用が 65.68 % を占め，P
ゲルに比べ，有意（p＜0.05）にその割合が増加していた。
その他の構成割合は S-S 結合が 14.18 %，水素結合が 3.99 %，
イオン結合が 2.45 % であった。H ゲルでは，更に疎水性
相互作用の割合が増加し全体の 72.74 % を占め，その他は
S-S 結合が 9.11 %，水素結合が 5.41 %，イオン結合が 3.20 %
であった。
　P ゲルの形成にはイオン結合および疎水性相互作用がゲ
ル形成に大きく寄与していることが明らかとなった。200，
300 MPa で形成された P ゲルでは比較的結合力の弱いイ
オン結合の割合が高く，400～600 MPa で形成された P ゲ
ルでは疎水性相互作用の割合が高くなっていた。また，
PH ゲルおよび H ゲルと比べると P ゲルの S-S 結合の割合
は有意（p＜0.05）に低くなっていた。加圧処理されたタ
ンパク質溶液では水素結合の形成が促進され，イオン結合
と疎水性相互作用は減少する方向に進む23）とされており，
PH ゲルおよび H ゲルと比較すると，P ゲルは水素結合の
割合が多く，疎水性相互作用の割合は少なくなっていた。
イオン結合の割合が 300 MPa と 400 MPa の間で有意（p＜
0.05）に減少したことは，Pérez-Mateos ら12）の加圧すり
身ゲルの結果と一致した。しかし，疎水性相互作用の割合
Table 1　 Protein solubility of pressure-induced gels (200, 300, 400, 500, 600 MPa, 0℃), heat-induced pressurized gel (200 
MPa, 70℃) and heat-induced gel (0.1 MPa, 70℃)
Fig. 3　Comparison of SEM images of microstructures of pressure-induced gels and heat-induced gel
  a : 70℃ heat-induced gel  b : 250 MPa pressure-induced gel
  c : 300 MPa pressure-induced gel  d : 400 MPa pressure-induced gel
  e : 500 MPa pressure-induced gel  f  : 600 MPa pressure-induced gel
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は圧力強度が増すにつれ増加し，300 MPa と 400 MPa の
間では有意（p＜0.05）に増加していた。谷口23）はタンパ
ク質の高圧変性機構に Kauzmann の疎水性相互作用モデ
ル25）を使用することの欠点を指摘し，Ben-Naim モデル26）
による解釈で 300 MPa 以上の圧力処理での疎水性相互作
用によるタンパク質の高圧変性を唱えている。また，高圧
処理の性質上タンパク質は圧力強度の増加に伴い疎水性相
互作用の割合は増加するという Chapleau ら27）の報告は著
者らの結果と一致するものとなった。
　一方，PH，H ゲルでは，疎水性相互作用が主要な結合
因子であり，イオン結合は P ゲルの 10 % 以下，水素結合
は 50 % 程度に減少し，結合力の強い共有結合の S-S 結合
の割合は 2 倍以上となっていた。鈴木ら28）の報告では低
塩濃度でアクトミオシンを加圧処理すると遊離 SH 基量が
増加することにより，PH ゲルでは S-S 結合の割合は増加
していると推察しており，今回得られた結果もこの報告を
支持するものとなった。
　Cao ら29）は 400 MPa でミオシンのタンパク質変性を報
告しており，これらの結果からアクトミオシンは 400 MPa
の加圧処理によりタンパク質変性が起こり，イオン結合の
開裂や疎水性相互作用の増加に伴い後述の微細構造の変化
が P ゲルの Gs および Wd へ影響を与えたと推察された。
　⑷　アクトミオシンゲルの微細構造
　Fig. 3 a～f に SEM で観察した P ゲルおよび H ゲルの微
細構造を示した。H ゲル（Fig. 3 a）は球状凝集体による
ランダムタイプの構造であったのに対し，P ゲル（Fig. 3 
b～f）は会合部が丸く，架橋部が細く長い，ストランドタ
イプの構造が観察された。また，P ゲルは処理圧力強度が
高くなるに従い，架橋部の線維は太くなり，ネットワーク
間の距離が縮み，ネットワークが密になる様子が観察され
た。藤田ら30）はゲルの物理的特性と微細構造の関連は明
白であると報告しており，通常，ゲルのネットワーク密度
が高くなれば，ゲルの物性も増加すると考えられる。しか
し，300 MPa（Fig. 3 c）と 400 MPa（Fig. 3 d）の間では
Gs は低下した（Fig. 2 a）が，ネットワークの密度は高く
なった。このことは前述のアクトミオシンやミオシンの構
造変化が関与していると考えられ，架橋部は疎水性相互作
用の働きにより太くはなったが，P ゲルが十分に完成され
ておらず，P ゲルとして完全な状態になっていなかったの
ではないかと推察された。
　以上の結果，アクトミオシンは大半を構成するミオシン
がフィラメントの状態で加圧処理することによりゲルを形
成し，0℃，KCl 濃度 0.2 M，pH 6.0，300 MPa で加圧処理
することで良好な自立ゲルを形成することが明らかとなっ
た。アクトミオシンゲルは 300 MPa 以下と 400 MPa 以上
でゲル強度とワークダン値，主要なタンパク質間相互作用
および微細構造が変化した。これらのことよりアクトミオ
シンは 300～400 MPa でタンパク質の大きな高圧変性が起
こり，ゲル形成に寄与する相互作用がイオン結合から疎水
性相互作用へ変化することにより，ゲルの物理的特性が変
化することが明らかとなった。
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Effects of Salt Concentration and Pressure Intensity 
on Formation Mechanism and Microstructure of 
Pressure-Induced Gel of Actomyosin
By
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Summary：In this study,  the mechanism of pressure-induced gel  formation of actomyosin at  low tem-
perature was clarified.  Actomyosin has been high-pressure processed under processing conditions with 
20～30 mg/g proteins, 0～0.6 M KCl and pH 6.0 at up to 650 MPa.  In addition, protein-protein interaction 
to contribute to gel formation of actomyosin and gel microstructure were investigated.  Actomyosin was 
adjusted in 0.2 M KCl at pH 6.0, and myosin formed to the filament which constitutes most of actomyosin.  
This  actomyosin  solution  formed gel by high-pressure processing at  200 MPa or more at  0℃.   Gel 
strength and Work Done of actomyosin gel increased in 200～300 MPa and showed the highest value in 
300 MPa, however decreased 400 MPa or more.  Furthermore, protein-protein interaction contributing to 
the gel formation non-covalent bonds was primary.  In the main protein-protein interaction, 300 MPa or 
less were ionic bond, 400 MPa or more were hydrophobic interaction.  Gels at 300 MPa or less were differ-
ent from microstructure at 400 MPa or more, and the microstructure changed to dense structure with in-
creasing pressure.  These results show that actomyosin formed the filament gel in low salt concentration 
by high-pressure processing.    In  these pressure-induced actomyosin gels, protein-protein  interactions 
were caused by high pressure denaturation  in 300～400 MPa, and the physical characteristic of the gel 
changed.
Key words：actomyosin, high-pressure processing, gel, formation mechanism, microstructure
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